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研究成果の概要（和文）：  
本研究では、Wnt シグナルモデュレータタンパク質ががんの悪性化にどのように関わっている
かについて解析した。新規の Wnt シグナルモデュレーの膜タンパク質(以下 MPX, Membrane 
Protein Xと略す)が、肝細胞がん組織で高い発現を示し、ノックダウンならびに過剰発現した
肝がん細胞を用いた細胞増殖能やインベージョンアッセイにより、膜表面下で MPXが肝細胞が
んの悪性化に関わることを明らかにした。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
In this study, we analyzed the mechanisms of Wnt signaling modulator in carcinogenesis 
and malignant transformation. We have found overexpression of novel Wnt modulator. 
Membrane Protein X  (MPX) by ‘omics’ analysis of liver cancer. Functional analysis of 
MPX by over-expression of cDNA and siRNA knockdown for MPX revealed this new Wnt 
signaling modulator promote cancer invasion in liver cancer. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 「正常細胞」と「がん細胞」の違いは細
胞内シグナル伝達の「制御」と「脱制御」と
いえる。我々は転移などがんの悪性化におい
て、シグナル伝達因子のモデュレータ
（co-activator と co-repressor）の変化が重
要と考えて、これまでゲノム解析によりがん
の発生と進展に関わる遺伝子を同定してき
た。最近、我々は幹細胞の自己複製を恒常的
に制御している Wnt シグナルのモデュレー
タである Idax（CXXC4）が、がんの進展に
関わることをはじめて明らかにした（Kojima 
T, Shimazui T, Uchida K, et al. Oncogene 
2009）。Wnt シグナルは、β-catenin を介し
て下流の遺伝子を活性化、細胞増殖を促進さ
せる canonical経路と、β-cateninを介さない
で Rap1 GTPaseを活性化し細胞骨格や細胞
接着を誘導する Planner cell polarity (PCP)
経路がある。Idaxは Dvlと相互作用すること
によりWntを negativeに制御している。転
移性腎がんに特異的に認められた Idax の発
現低下は、in vitroで Dvl－Wntシグナルの
活性化によって悪性化を誘導した。現在、こ
の Idax低下によるWntシグナルの活性化は、
canonical経路だけでなくPCP経路を活性化
し腎がんの転移を誘導していると考えてい
る（図 1）。また同時にトランスクリプトーム
解析により膜タンパク質 CTHRC1 (collagen 
triple helix repeat containing 1)の発現が腎
細胞がんできわめて高いことを見出した(図
1B、投稿中)。CTHRC1 は細胞膜に存在し
Wnt シグナルにおいて細胞極性や細胞運動
の制御に関与する PCP 経路を活性化し、細
胞の浸潤能を亢進させるという報告
（Yamamotoら Dev Cell 2008）があり、が
んの悪性化の分子病態としてこれらの因子
の協調作用に注目している。 
一方、我々は iPS 細胞の誘導遺伝子 Klf4 と
同じ転写因子 Klf（Krüppel-like factor）フ
ァミリーの Klf5 の幹細胞の自己複製におけ
る役割を明らかにした（業績 6:Cell Stem 
Cell 2008）。Klf5は分化を抑制し、p21の発
現抑制と Tcl1-Akt1シグナリングを活性化し
て G1-S 移行を促すことで幹細胞の自己複製
を担っていることを明らかにした。最近の報
告から発生の時間軸に沿って Klf4と Klf5は
それぞれ異なる役割を担っていると考えら
れている。我々が行った Klf5 のノックアウ
トと過剰発現幹細胞のトランスクリプトー
ム解析によって Klf5 の下流にある幹細胞の
自己増殖の制御に関わる遺伝子群のうち
Wnt シグナルの調節因子の CKIεに注目した
（Ema M, Uchida K, et al. Cell Stem Cell 
2008、未発表データ）。CKIεは Wnt シグナ
ルの調節因子で Dvl をリン酸化することで
canonical経路を活性化する。最近、CKIεが
Wnt の PCP 経路 を活性化して初期発生に
おける原腸陥入（gastrulation）を制御する
ことが示されている（Tsaiら Dev Cell 2007）。
CKIεは SIPA1L1をリン酸化して不安定化す
ることによって Rap1 GTPaseを活性化し細
胞骨格や細胞接着をモデュレートするらし
い。そこで我々は、CKIεは Klfによって遺伝
子発現が誘導され、Wntの canonical経路を
介して幹細胞の自己複製を促進し、PCP 経
路を介して初期発生を制御している可能性
を考えている。幹細胞の自己複製制御シグナ
ルに関わるこれらのタンパク質ががんでど
のように変化しているかを明らかにするこ
とが、がん化とがんと悪性化の分子病態を理
解する上で重要である。 
 
図 1 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究課題の申請時の当初の研究目的を
記述－本研究では、申請者らが新しい Wnt
モデュレータのタンパク質の増加や活性化
によって Wnt シグナルを介してどのように
細胞のがん化とがんの悪性化に関与するの
かを解析する。これらの因子と相互作用する
タンパク質や発現の変化する遺伝子やタン
パク質を同定することによってがん化とが
んと悪性化のメカニズムを明らかにする。 
①これまでの研究で明らかにした前述のWnt
モデュレータ（Idax, CTHRC1, CKIε）に注目
し、これらのタンパク質の増加や活性化によ
る Wnt シグナル下流遺伝子発現の変化、in 
vitro, in vivoにおける増殖、アポトーシス、浸
潤・転移能への効果について検討する。さら
にプロテオミクス解析によるタンパク質発
現量とタンパク質間相互作用の解析により、
Wntシグナルの変化の全貌を明らかにする。 
②幹細胞の自己複製に必要な Klf4と Klf5遺
伝子の下流にある前述の細胞複製と発生に
関わる遺伝子群に注目し、これまで蓄積した
がんのゲノム解析データから、これらの遺伝
子のがんにおける DNA コピー数と遺伝子発
現変化の有無について調べ、がんで変化して
いる遺伝子については上記１）の新規モジュ
レータタンパク質の解析と同様にノックア
ウト・ノックダウン細胞を用いて細胞アッセ
イとタンパク質相互作用変化の解析を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) １）肝がんにおける遺伝子変化の解析 
これまでのマイクロアレイの解析から、75%
の腎がんで Klf4 が２～６倍過剰発現してい
ること、CKIεは腎がんにおいて共通して約３
～６倍遺伝子発現が増加していることがわ
かっている。また Idax 遺伝子の欠失と遺伝
子発現低下は転移能を有する腎がんで高頻
度に認められ、その下流の canonical 経路で
β-catenin の発現上昇が認められているタン
パク質から膜タンパク質を選び、幹細胞（マ
ウス ES 細胞）を用いた siRNA（shRNA）
によるノックダウンと過剰発現を行い、自己
複製能と分化への影響を調べる基礎データ
とする。 
 
４．研究成果 
我々のこれまでの研究で明らかになった
Wntシグナルの3つのモデュレータタンパク
質が、どのようなメカニズムで細胞のがん化
とがんの悪性化を引き起こすのかを明らか
にできた。 
(1) Wntシグナルのモデュレータの機能を阻
害する FJ9 という低分子化合物を用いて腎
がんの治療薬としての可能性が明らかにな
った。腎明細胞がんの細胞増殖と細胞死への
影響について腎がん細胞株 caki-1 と
OS-RC-2を用いて解析し結果、FJ9はこれら
2つの細胞株でWntシグナルのターゲット遺
伝子である CCND1 と MMP7 の発現を著し
く低下せしめ、細胞増殖の低下と細胞死の誘
導を促進した。 
(2) MPX に対するポリクローナル抗体を作
成し、肝細胞がん組織における発現をウェス
タンブロット法と免疫組織化学染色を行っ
た。その結果、肝細胞がん組織に高い発現が
認められた。さらにMPXに対する siRNAを
作成し、肝細胞がん複数種類に導入し、MPX
ノックダウンを行った。また過剰発現ベクタ
ーを構築して同様に肝細胞がんへ導入した。
これらのノックダウンならびに過剰発現の
細胞増殖能の変化、インベージョンアッセイ
などによる悪性化への関与などの機能解析
を行った結果、MPX ノックダウンにより細
胞増殖ならびに細胞浸潤が抑制された。培養
細胞への抗 MPX 抗体の添加は効果がなかっ
た。以上の結果から、膜表面下 MPX が肝細
胞がんにおける抗がん剤の分子標的候補に
なる可能性が示唆された。 
(3) Wntモジュレータと相互作用するタンパ
ク質解析のためのプロテオミクスの解析手
法を確立した。LC-MS を用いて MRM 法な
らびに非標識MALDI法で解析するプラット
フォームができた。 
今後、これら新知見をもとに腎がんの発生と
悪性化の新しい分子メカニズムを標的とし
た治療法の開発に進めたい。 
 
総括 
これまで腎がんならびに肝細胞がんの分子
メカニズムの研究において、Wntシグナルの
モデュレータタンパク質である IdaxとMPX
についての働きはまったくわかってなかっ
た。本研究において、とくに抗がん剤の分子
標的になりうる MPX の肝がんにおける機能
解析ができた意義は大きい。 
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